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要 旨
日本人に特有の福山型筋ジストロフィーや，Walker-Warburg syndrome や muscle-eye-brain disease
のように，ジストログリカン（以降 DG と略する）上の糖鎖修飾異常が原因と考えられる，脳の重篤な
疾患を併発する筋ジストロフィーが存在する。DG は O-mannosyl 型糖鎖を含む事が知られているが，
近年，患者の一部から，これらの糖鎖の生合成に関与する糖転移酵素に変異が見つかった。一方で，
DG 上には O-mannosyl 型糖鎖に加え，O-GalNAc 型糖鎖も存在するが，その機能は詳しく調べられ
ていない。著者らは，DG 上の糖鎖構造のうち，特に O-GalNAc 型糖鎖の働きを調べることを目的と
して，モデル生物を用いて研究を行っている。今年は，ゼブラフィッシュにおいて，ゼブラフィッシュ
の組換え DG の強制発現を行うため，DG の全長 cDNA を単離した。その結果，ゼブラフィッシュの

















ポリペプチド GalNAc 転移酵素（以降 GalNAc-T）は，多くのアイソザイムを構成する事から，ムチン
型糖鎖の合成は，組織・細胞レベルで調節を受けていると考えられているが，その仕組みについては
解明されていない。現在まで，O－結合型糖鎖の働きを示唆する数少ない例の 1つとして，DG 上の O
-mannosyl 型糖鎖修飾の異常があげられる。DG は，細胞表面に存在する膜タンパク質であり，細胞
外マトリックスと細胞内にある細胞骨格を結び付ける非常に重要な分子である（図 1）。近年，DG 上




DG 中には O-mannosyl 型糖鎖に加えてムチン型糖鎖も存在するが，この糖鎖の機能についてはほと
んど調べられていない。
細胞膜上に存在する DG は，ムチン型糖鎖付加を受けることのできるセリンやスレオニン残基を多
く含むムチン様ドメインを持つ（図 2）。実際に，ほ乳類の筋組織由来の DG は重量にして 50％ 以上
の糖を含んでおり，その糖鎖成分のおよそ半分がムチン型糖鎖である事が知られている（2）。筆者らは，
モデル生物を用いて，DG のムチン型糖鎖生合成に関わる GalNAc-T を同定し，その生合成調節機構
および糖鎖の生理的な役割を解明する事を目的として研究を行っている。そのためには，組換え DG
をゼブラフィッシュ内で発現させ，GalNAc-T のノックダウンを同時に行い，組換え DG 上の糖鎖構












た（3）。筆者らは，組換えゼブラフィッシュ DG を in vivo において強制発現させ，その糖鎖構造を解
析する事を研究の目的としている。そこで，Parsons らのゼブラフィッシュ DG のクローニングのデー
タ（4）に基づいて，DG の全長 cDNA の単離を試みた。ゼブラフィッシュ全 cDNA は，受精後 26時間
のゼブラフィッシュから全 RNA を抽出し，その全 RNA を鋳型にして，ランダムヘキサマープライ
マーを用いて逆転写反応により調製した。その全 cDNA を鋳型にして，ゼブラフィッシュ DG に特
異的なプライマーペアを用いて PCR を行い，ゼブラフィッシュ DG の全長 cDNA を単離した。次に，
得られた cDNA の塩基配列から予測されるアミノ酸配列を，データベースに登録されているゼブラ
フィッシュ全長 DG のアミノ酸配列の 1つと比較した。その結果，我々が単離した DG において 3箇
図 2 アミノ酸配列の比較
Macvector 中の ClastalW Alignment を用いてアミノ酸配列を比較した。DB はデータベー
ス由来のアミノ酸配列，cloned はクローニングした cDNA から予測されたアミノ酸配列
を示す。破線はムチン様ドメインを示す。
75ゼブラフィッシュを用いた筋ジストロフィーに関係する糖鎖修飾機構の解析
所のアミノ酸置換と，N 末端より 71番目からの 4残基のアミノ酸の欠失が認められたものの，おお
むねデータベース中の全長 DG のアミノ酸配列と一致していた（図 2）。さらに，Expressed sequence





次に，内因性ゼブラフィッシュ DG の発現を RT-PCR を用いて調べた（図 3）。受精後 3～72時間
の胚から，前述の方法で調製した全 cDNA を鋳型にゼブラフィッシュ DG 特異的プライマーを用い
て PCR を行った結果，ゼブラフィッシュの DG は受精後の，調べた全ての時間帯にわたって発現す







検討されていない。そこで，DG の糖鎖識別抗体である IIH6C4と VIA4-1を用いて，ゼブラフィッ














我々が単離したゼブラフィッシュ DG は，データベースに登録されているゼブラフィッシュ DG の
アミノ配列とは一部異なるが，これはゼブラフィッシュ間に存在する遺伝的多型を反映していること
が示唆された。また，ゼブラフィッシュ DG の mRNA は，発生の非常に早い段階から発現している
ことが分かった。さらには，哺乳類 DG の解析に使用される糖鎖識別 IIH6C4抗体を用いたウエスタ
ンブロッティング法にて，内在性のゼブラフィッシュ DG を検出することに成功した。今後は，クロー
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Some types of muscular dystrophies, such as Fukuyama congenital muscular dystrophy, Walker-
Warburg syndrome, and muscle-eye-brain disease, have severe brain defects, which are caused by
hypoglycosylation of dystroglycan (DG). DG is a glycoprotein that contains O-mannosyl and O-N-
acetylgalactosaminyl (mucin-type) glycans. While the mutations of glycosyltransferases to generate O-
mannosyl carbohydrates, which are related to the diseases, have been identified, the function of mucin-
type glycans remains to be elucidated. To characterize the roles of mucin-type sugar chains in DG, we
are exogenously expressing DG in zebrafish with some glycosyltransferases responsible for mucin-
carbohydrate biosynthesis suppressed to examine its functions, such as binding to extracellular matrices.
For this purpose, we first isolated a full length DG cDNA from zebrafish. Its nucleotide sequence
analysis showed some polymorphisms in the cloned DG cDNA. We next analyzed the expression of
endogenous DG by RT-PCR, and found that it was expressed throughout the developmental stages
tested (3~72 hours post fertilization). Then, the expression of endogenous DG in zebrafish was
investigated using a specific monoclonal antibody IIH6C4, which recognizes the DG glycans involved in
the binding to laminin. Western blot analysis with the antibody apparently detected the endogenous DG.
The findings so far demonstrate that zebrafish is a suitable model organism to analyze the DG function.
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